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摘要　核小体定位是复制起始调控的重要因素，但是核小体定位是如何调控真核生物的复制起
始，目前还不是很清楚。研究酵母Ⅲ号染色体上的不同活性复制起始序列形成核小体能力对探
究真核生物ＤＮＡ复制起始机制有着重要的生物学意义。酿酒酵母Ⅲ号染色体上的１０个复制起
始序列分为高活性和低活性两组复制起始序列，利用核小体体外组装技术，将回收纯化的高活性

和低活性复制起始序列分别与组蛋白八聚体在体外进行梯度盐透析组装形成核小体，并进行

Ｂｉｏｔｉｎ标记检测，然后用ＩｍａｇｅＪ软件分析不同复制起始序列组装形成核小体能力的强弱。结果
表明，用ＩｍａｇｅＪ软件对核小体组装能力强弱进行分析：ＡＲＳ３０４＞ＡＲＳ３０３＞ＡＲＳ３１３＞ＡＲＳ３０２＞
ＡＲＳ３０６＞ＡＲＳ３１４，ＡＲＳ３０５，ＡＲＳ３０７，ＡＲＳ３０９，ＡＲＳ３１５。低活性复制起始序列较高活性复制起始
序列更易形成核小体；复制起始位点偏好出现于核小体缺乏区。
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　　核小体在染色质结构上的定位可以调控基因表

达、ＤＮＡ复制、转录等细胞生理过程。核小体是染色质

结构组成的基本单位，它由约１６５ｂｐ碱基对的 ＤＮＡ序

列和高度保守的八聚体组蛋白（组蛋白 Ｈ２Ａ，Ｈ２Ｂ，Ｈ３

和Ｈ４各两分子）组成，其中约１４７ｂｐ碱基对缠绕核小

体周围１．６５圈，而 ｌｉｎｋｅｒＤＮＡ长约２０～５０ｂｐ，核小体

在组蛋白Ｈ１的作用下形成稳定结构，进一步折叠压缩

为染色质的高级结构。其中，核心 ＤＮＡ和组蛋白八聚

体结合形成核小体，阻碍细胞生理过程中蛋白调控因

子识别和结合核心 ＤＮＡ，而 ｌｉｎｋｅｒＤＮＡ则有可能识别

结合这些蛋白因子，完成基因表达、ＤＮＡ复制、修复和

转录调控等过程。目前认为核小体的定位与 ＤＮＡ序

列和染色质重塑因子复合物相关。如在人、酵母及线

虫染色质上核小体的分布极不均匀，特别是复制起始

位点偏好出现于核小体缺乏区［１３］；还有研究表明在酵

母染色体中，核小体优先定位于定位在 ＡＡ／ＴＴ富集的

区域；而在果蝇染色体中，核小体优先定位在 ＣＣ／ＧＧ

富集的区域［４］。核小体定位是如何调控真核生物的复

制起始，目前还不是很清楚。

　　核小体的定位与复制子活性有关。研究认为复制

起始位点偏好出现于核小体缺乏区，Ｎｅｗｌｏｎ等对酵母

Ⅲ号染色体上１９个自主复制序列 ＡＲＳ（ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓｌｙ

ｒｅｐｌｉｃａｔｏｒｙｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ＡＲＳ）的复制活性及有无核小体的

定位进行了统计分析发现，１０个低活性 ＡＲＳ位于核小

体占据率较高区域；５个高活性 ＡＲＳ位于核小体占据

率较低区域，相邻较近的 ＡＲＳ３０４和 ＡＲＳ３０５均有核小

体覆盖，但活性有较大差异［５７］。

　　核小体在局部染色质上的精确定位调控着细胞核

的生理过程，如在ＡＲＳ１的穿梭质粒上核小体重新排列

定位，再用微球菌核酸酶消化和探针杂交，结果显示

ＡＣＳ处无核小体定位［８］；还有研究表明在ＡＣＳ处，不仅

无核小体定位，而且在ＡＣＳ两侧，核小体的位置也影响

着复制子的活性，将 ＡＣＳ两侧的核小体去除或移位虽

然不会干扰ＯＲＣ识别结合复制起始位点，但抑制复制
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起始复合物的形成［９］；用高通量测序技术对酵母基因

组及质粒上 ＡＲＳ两侧序列进行测序，表明核小体在
ＡＲＳ两侧的分布具有一定的规律，即复制起始位点分
布于核小体缺乏区，并且呈现不均匀的模式，原因可能

是ＯＲＣ在识别结合ＡＲＳ过程中需要 ＡＲＳ两侧核小体
的精确定位［１０］。

利用盐透法在体外进行核小体组装可以探究核小体在

复制子上的定位机制，该方法在体外进行核小体组装

的优点是组装体系中没有其他蛋白因子，对后续的研

究不会产生影响，因此利用盐透析法可以对依赖于

ＤＮＡ序列信息的核小体定位机制进行研究。
　　为进一步研究酿酒酵母不同ＡＲＳ与核小体占据率
的关系，本研究利用盐透法在体外进行依赖于 ＡＲＳ序
列的核小体组装，并结合 ＩｍａｇｅＪ软件分析每条 ＡＲＳ序

列组装形成核小体能力的强弱。研究酵母Ⅲ号染色体
上的不同活性复制起始序列形成核小体能力对探究真

核生物ＤＮＡ复制起始机制有着重要的生物学意义。

１　材　料

１．１　试剂与溶液
　　通用显影粉和酸性定影粉购自天津市世纪奥博商
贸有限公司；ＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＡＰＣｏｎｊｕｇａｔｅ、ＣＤＰＳｔａｒ购自
Ｒｏｃｈｅ公司；ＡｍｅｒｓｈａｍＨｙｂｏｎｄＴＭＮ＋购自ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ
公司；ＤＮＡ胶回收试剂盒购自上海生工公司。
　　５０×ＴＡＥ电泳缓冲液：称取２４．２ｇＴｒｉｓ溶于４０ｍｌ
去离子水中，加入 ５．７１ｍｌ冰醋酸和 １０ｍｌ０．５ｍｏｌ／
ＬＥＤＴＡ，再加去离子水定容至１００ｍｌ，室温保存备用。
　　２ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ：５２．６ｇＮａＣｌ，９ｍｌ５０×ＴＥ加灭菌水
定容至４５０ｍｌ；

　　１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＣｌ：将２４．２２ｇＴｒｉｓ，加入１５０ｍｌ水中
溶解，浓盐酸调ｐＨ为９．５，加灭菌水定容至２００ｍｌ；
　　１０％ＳＤＳ：将５０ｇＳＤＳ加入３０ｍｌ水中溶解，６８℃
水浴加热溶解，加灭菌水定容至５００ｍｌ；
　　Ｂｌｏｃｋｓｏｌｕｔｉｏｎ：组分：５％ＳＤＳ、１２５ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、１７
ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４、８ｍｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４；
　　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ：组分：０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＣｌ（ｐＨ９．５）、
０．１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ；
　　ＮａｔｉｖｅｌｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ：５０％ ｇｌｙｃｅｒａｌ、０．１％溴酚蓝溶
于０．５×ＴＢＥ中；
　　组蛋白八聚体各组分是由含有 Ｈ２Ａ，Ｈ２Ｂ，Ｈ３和

Ｈ４基因的重组质粒转化入大肠杆菌后经诱导表达、纯
化、复性获得的，最后又经分子筛柱纯化，其终浓度为

３．９６μｇ／μｌ。

１．２　仪器与器皿

　　凝胶成像仪、ＰＣＲ仪、凝胶成像仪、电子恒温水浴

锅、数控层析冷柜、恒磁力加热搅拌器、恒流泵等。

２　方　法

２．１　ＡＲＳ序列的获得

２．１．１　ＡＲＳ序列引物设计　在 ＳＧＤ数据库中获得Ⅲ
染色体的 ＡＲＳ序列信息，选取以下这１０条 ＡＲＳ序列

并对每条序列截取３００ｂｐ左右，根据各 ＡＲＳ序列信息

分别设计引物，如表１所示，每对 ＡＲＳ序列的 Ｆｏｒｗａｒｄ

引物都分为５′端不带Ｂｉｏｔｉｎ标记的和Ｂｉｏｔｉｎ标记两种。

表１　１０条ＡＲＳ的引物设计序列

Ｔａｂｌｅ１　１０ＡＲＳｐｒｉｍｅｒｓ

ＡＲＳ 引物序列（５′→３′）

ＡＲＳ３０２ ＦｏｒｗａｒｄＧＣＴＴＡＴＴＧＴＧＣＴＴＴＧＴＴ
ＲｅｖｅｒｓｅＴＡＡＧＧＴＡＣＡＧＴＧＴＴＣＡＴＧ

ＡＲＳ３０３ ＦｏｒｗａｒｄＴＣＴＡＡＴＡＡＡＴＧＡＡＧＴＡＡＧ
ＲｅｖｅｒｓｅＣＡＧＣＴＴＧＡＡＴＣＴＴＡＡＴＣ

ＡＲＳ３０４ ＦｏｒｗａｒｄＧＡＣＧＡＣＧＴＡＡＡＴＡＴＡＧＴＴＣＴＧ
ＲｅｖｅｒｓｅＴＣＴＣＧＡＣＴＴＡＧＴＡＣＡＣＣＴＧ

ＡＲＳ３０５ ＦｏｒｗａｒｄＡＴＧＧＧＡＡＴＡＴＣＧＴＧＴＡＡＧＣ
ＲｅｖｅｒｓｅＴＣＡＡＡＣＴＧＧＣＣＧＧＴＣＴＴ

ＡＲＳ３０６ ＦｏｒｗａｒｄＴＴＴＧＴＡＡＣＧＣＧＡＴＴＧＴＡ
ＲｅｖｅｒｓｅＡＡＣＡＧＧＡＡＡＴＴＣＧＣＡＴＡＴ

ＡＲＳ３０７ ＦｏｒｗａｒｄＡＡＴＧＡＡＡＣＴＴＴＧＡＴＧＴＣＴＣＴＴ
ＲｅｖｅｒｓｅＧＴＣＣＡＴＧＴＧＣＴＡＣＴＧＣＴＴＴＴ

ＡＲＳ３０９ ＦｏｒｗａｒｄＣＡＧＣＡＡＡＡＡＡＧＴＧＡＡＧＴ
ＲｅｖｅｒｓｅＡＡＣＧＡＧＡＡＣＴＡＴＴＧＡＡＡＴ

ＡＲＳ３１３ ＦｏｒｗａｒｄＴＧＣＣＡＣＴＧＴＡＴＡＡＡＧＡＴＧＴ
ＲｅｖｅｒｓｅＡＣＴＧＣＴＡＴＴＴＣＴＡＴＧＡＣＣ

ＡＲＳ３１４ ＦｏｒｗａｒｄＴＡＧＣＣＴＡＡＡＧＡＴＡＣＧＧＴＡＡＴＴＧ
ＲｅｖｅｒｓｅＣＡＧＧＧＣＧＴＡＴＣＡＡＧＴＣＡＧＴＡＴ

ＡＲＳ３１５ ＦｏｒｗａｒｄＧＴＧＧＧＴＡＴＴＴＣＣＧＴＧＴＡＴ
ＲｅｖｅｒｓｅＣＡＡＧＧＴＡＧＡＴＡＴＧＴＡＴＴＴＡＧＡＡ

２．１．２　ＡＲＳ序列扩增　ＰＣＲ反应体系如表２所示。

表２　ＰＣＲ反应体系

Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

ＰＣＲ各组分 体积（μｌ）

１０ｘＰＣＲＢｕｆｆｅｒ ５

２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ ４

Ｐ（ｆｏｒｗａｒｄ）（１０μｍｏｌ／μｌ） １

Ｐ（ｒｅｖｅｒｓｅ）（１０μｍｏｌ／μｌ） １

ＹＰＨ４９９的基因组ＤＮＡ（约５００ｎｇ） １

ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μｌ） ０．２５
ｄｄＨ２Ｏ ３７．７

５３
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　　ＰＣＲ反应程序：在９４℃预变性５ｍｉｎ，进入循环扩

增阶段：９４℃ ３０ｓ→退火４５ｓ→７２℃ ４５ｓ，循环３０
次，最后在７２℃再延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。（ＡＲＳ３０２，
ＡＲＳ３０３，ＡＲＳ３０４，ＡＲＳ３０５，ＡＲＳ３０６，ＡＲＳ３０７，ＡＲＳ３０９，
ＡＲＳ３１３，ＡＲＳ３１４和ＡＲＳ３１５退火温度分别为：４０℃，４５
℃，４５℃，５０℃，４７℃，５０℃，５０℃，５２℃，５０℃和４８
℃）。
２．１．３　ＡＲＳ序列回收纯化　将 ＰＣＲ产物经１．５％的
琼脂糖凝胶电泳分离，ＥＢ染色后，用干净的手术刀将
目的ＤＮＡ片段准确地切割下，进行胶回收，胶回收的
详细步骤参见上海生工的ＳａｎＰｒｅｐ柱式ＤＮＡ胶回收试
剂盒说明。在ＯＤ２６０／２８０ｎｍ处，回收的 ＡＲＳ序列用紫外分
光光度计测定其吸光值，每条ＡＲＳ序列测定三次，取平
均值；配制１．５％的琼脂糖凝胶，取ＰＣＲ产物各３００ｎｇ，
在１００Ｖ电压下电泳分离 ＰＣＲ产物，ＥＢ染色拍照观
察，确保胶回收纯化后的１０对 ＤＮＡ序列的条带清楚，
位置正确，无非特异性条带。

２．１．４　ＡＲＳ序列浓度检测　ＤＬ１０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ由
ＤＮＡ片段１００ｂｐ，２００ｂｐ，３００ｂｐ，４００ｂｐ，５００ｂｐ，７００
ｂｐ，１０００ｂｐ组成，进行琼脂糖凝胶电泳时取 ５μｌ
Ｍａｒｋｅｒ点样，其中４００ｂｐ条带最亮，其ＤＮＡ量约为１５０
ｎｇ，其余条带的ＤＮＡ量约为５０ｎｇ，本研究对胶回收纯
化后的每条ＡＲＳ序列分别取５０ｎｇ和１５０ｎｇ与５μｌ的
ＤＬ１０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ作为对照，进行琼脂糖凝胶电泳分
离，观察每条ＡＲＳ序列的亮度，如果实验组和对照组有
明显差异，进一步用紫外分光光度计测定每条 ＡＲＳ序
列的浓度。

２．２　ＡＲＳ３０２序列体外组装体系的摸索
　　整个过程均在４℃或冰上操作，防止组蛋白变性
或核小体解聚。

　　将回收纯化的无 Ｂｉｏｔｉｎ标记的和带 Ｂｉｏｔｉｎ标记的
ＡＲＳ３０２序列按质量比１∶１进行混合，利用紫外分光光
度计进行３次浓度测定，取其平均值；用灭菌去离子水

将组蛋白八聚体的浓度从 ３．９６μｇ／μｌ稀释为 ０．３９６

μｇ／μｌ；取１μｇ的 ＡＲＳ３０２ＤＮＡ进行体外组装，建立如
表３的组装反应体系；在截留分子质量为６～８ｋＤａ的
透析管中加入反应体系，此时 ＮａＣｌ终浓度为２ｍｏｌ／Ｌ；
将透析管放入装有４５０ｍｌ的２ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ／ＴＥ缓冲液
的烧杯中；在层析冷柜中，将转子放入烧杯中，置于磁

力搅拌器上，开启恒流泵，转速为２４ｒ／ｍｉｎ；利用恒流泵
将１０５０ｍｌ的１×ＴＥ缓冲液缓慢泵入到２ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ／
ＴＥ缓冲液中，２ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ／ＴＥ缓冲液的浓度逐步稀释

为０．６ｍｏｌ／Ｌ，整个过程在４℃透析１６ｈ以上。倒掉０．

６ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ／ＴＥ缓冲液，取出透析管置于８００ｍｌ的１

×ＴＥ缓冲液中继续透析３ｈ以上；将透析管中样品转

移到遇冷的灭菌后的 ＥＰ管中，用１×ＴＥ调整为等体

积，４℃保存，用于核小体组装检测分析。
表３　ＡＲＳ３０２体外组装反应体系

Ｔａｂｌｅ３　ＡＲＳ３０２ａｓｓｅｍｂｌｙｓｙｓｔｅｍｉｎｖｉｔｒｏ

Ｒａｔｉｏ（ｏｃｔａｍｅｒ／ＤＮＡ） ０．８ １．２ １．６

Ｖ（ＤＮＡＡＲＳ３０２） ７．２５μｌ ７．２５μｌ ７．２５μｌ

Ｖ（ｏｔａｍｅｒ） ２．０２μｌ ３．０３μｌ ４．０４μｌ

Ｖ（５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ） ２４μｌ ２４μｌ ２４μｌ

Ｖ（１×ＴＥ） ２６．７３μｌ ２５．７２μｌ ２４．７１μｌ

总体积 ６０μｌ ６０μｌ ６０μｌ

２．３　ＡＲＳ３０２核小体组装检测

　　按照表４配方，制备５％的 ｎａｔｉｖｅｐａｇｅ胶，在层析

冷柜中，取１／１０组装后的样品与 Ｎａｔｉｖｅｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ

混合后点样，经５％ ｎａｔｉｖｅｐａｇｅ胶分离，电泳缓冲液为

０．５×ＴＢＥ缓冲液；在１００Ｖ的电压下，当凝胶中的溴酚

蓝泳动至距凝胶底部１～２ｃｍ时停止电泳；在转膜仪

底面凹槽内加满０．５×ＴＢＥ溶液，轻轻取下凝胶，将带

正电荷的尼龙膜贴在凝胶上，小心地将胶从玻璃板上

剥离，在凝胶下面铺三层浸湿的滤纸，并在尼龙膜上再

铺三层浸湿的滤纸，２５ｍＡ转膜３６ｍｉｎ；将膜正面朝上

放入紫外交联仪中，当紫外交联从５Ｊ降至２Ｊ以下停

止；取出尼龙膜放入盛有 ＢｌｏｃｋｉｎｇＢｕｆｆｅｒ的小盒子里，

置于水平摇床上至少封闭 １ｈ或过夜；倒掉 Ｂｌｏｃｋｉｎｇ

Ｂｕｆｆｅｒ，加入 ＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＡＰ抗体稀释液（用 １５ｍｌ

Ｂｌｏｃｋｉｎｇｂｕｆｆｅｒ稀释１μｌＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＡＰ抗体），进行抗

体孵育 ４５ｍｉｎ；倒掉抗体稀释液，加入适量的 Ｗａｓｈ

ｂｕｆｆｅｒ洗膜５次，每次１０ｍｉｎ；将膜平铺在 Ｘ射线摄影

暗匣内，将底物 ＣＤＰＳＴＡＲ稀释液（用３９８μｌＤｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ稀释２μｌ底物ＣＤＰＳＴＡＲ）均匀滴于膜的正面，

孵育１～２ｍｉｎ；在暗室中，剪一块Ｘ光胶片，进行压片、

显影、定影，然后将胶片取出用清水清洗。

表４　Ｎａｔｉｖｅｐａｇｅ胶（５％）的制备

Ｔａｂｌｅ４　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｎａｔｉｖｅｐａｇｅｇｅｌ（５％）

５％ ｎａｔｉｖｅｐａｇｅ各组分 体积（ｍｌ）

３０％丙烯酰胺溶液（Ａｃｒ∶Ｂｉｓ＝２９∶１） ２４

５×ＴＢＥ ２．４

１０％过硫酸氨 ０．１６８

ＴＥＭＥＤ ０．００８４
加ｄｄＨ２Ｏ至２４ｍｌ

６３
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２．４　１０条ＡＲＳ序列的体外组装

　　１０条ＡＲＳ序列ＤＮＡ的体外组装操作步骤同２．２，

每条ＡＲＳ序列的ＤＮＡ的组装体系如表５和６所示。

表５　低活性ＡＲＳ序列体外组装反应体系

Ｔａｂｌｅ５　ＬｏｗａｃｔｉｖｉｔｙＡＲＳｓｅｑｕｅｎｃｅａｓｓｅｍｂｌｙｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｉｎｖｉｔｒｏ

体系中的各组分 ＡＲＳ３０２ ＡＲＳ３０３ ＡＲＳ３０４ ＡＲＳ３１３ ＡＲＳ３１４

Ｖ（ＤＮＡＡＲＳ） ７．２５μｌ １２．７μｌ ８μｌ ７．２０μｌ ８．２０μｌ

Ｖ（ｏｔａｍｅｒ） ４．０４μｌ ４．０４μｌ ４．０４μｌ ４．０４μｌ ４．０４μｌ

Ｖ（５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ） ２４μｌ ２４μｌ ２４μｌ ２４μｌ ２４μｌ

Ｖ（１×ＴＥ） ２４．７１μｌ １９．２６μｌ ２３．９６μｌ ２４．７６μｌ ２３．７６μｌ

总体积 ６０μｌ ６０μｌ ６０μｌ ６０μｌ ６０μｌ

表６　高活性ＡＲＳ序列体外组装反应体系

Ｔａｂｌｅ６　ＨｉｇｈｌｙａｃｔｉｖｅＡＲＳｓｅｑｕｅｎｃｅａｓｓｅｍｂｌｙｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｉｎｖｉｔｒｏ

体系中的各组分 ＡＲＳ３０５ ＡＲＳ３０６ ＡＲＳ３０７ ＡＲＳ３０９ ＡＲＳ３１５

Ｖ（ＤＮＡＡＲＳ） ９．８０μｌ １０．４２μｌ ７．００μｌ ８．２７μｌ ６．３３μｌ

Ｖ（ｏｔａｍｅｒ） ４．０４μｌ ４．０４μｌ ４．０４μｌ ４．０４μｌ ４．０４μｌ

Ｖ（５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ） ２４μｌ ２４μｌ ２４μｌ ２４μｌ ２４μｌ

Ｖ（１×ＴＥ） ２２．１６μｌ ２１．５４μｌ ２４．９６μｌ ２３．６９μｌ ２５．６３μｌ

总体积 ６０μｌ ６０μｌ ６０μｌ ６０μｌ ６０μｌ

２．５　１０条ＡＲＳ序列的核小体组装检测

　　在层析冷柜中，取１／１０组装后的样品进行５％的

ｎａｔｉｖｅｐａｇｅ凝胶电泳分离，转膜、紫外交联、封闭、抗体

反应、清洗、加底物及曝片的操作步骤同２．３。

２．６　ＡＲＳ序列组装能力分析

　　用 ＩｍａｇｅＪ软件对组装图片进行电泳条带灰度比

分析，比较不同 ＡＲＳ形成核小体能力的强弱。核小体

组装强度 Ａ，用如下公式计算：Ａ＝被核小体缠绕的

ＤＮＡ／自由的ＤＮＡ，式中，对每条 ＡＲＳ序列来说，自由

的ＤＮＡ表示未组装形成核小体的ＤＮＡ。

３　结果与讨论

３．１　ＡＲＳ序列信息的分析

　　我们为进一步研究Ⅲ号染色体的ＡＲＳ活性与其序

列特征的关系，运用 ＳＧＤ数据库及生物信息学等手段

在ＳＧＤ数据库中获得Ⅲ号染色体的１０条 ＡＲＳ序列信

息，将这些序列分别截取３００ｂｐ左右，得到 ＡＲＳ序列

的位置、ＧＣ％、有无 ＡＣＳ序列等信息，统计如表 ７所

示，这１０条ＡＲＳ序列的ＧＣ％没有太大差异，都在３０％

左右，ＡＣＳ是ＡＲＳ起始 ＤＮＡ复制的核心序列，其中６

个低活性ＡＲＳ中４个有 ＡＣＳ，高活性的５个 ＡＲＳ中４

个有ＡＣＳ，这表明有无ＡＣＳ不能作为鉴别 ＡＲＳ活性高

低的唯一标准。由表７可知虽然大部分ＡＲＳ序列都有

ＡＣＳ，但其在ＡＲＳ序列上位置不同，这可能是导致 ＡＲＳ

活性不同的原因之一。

３．２　ＡＲＳ序列的ＰＣＲ扩增

　　在获得 ＡＲＳ序列时，需要进行大量 ＰＣＲ和 ＤＮＡ

回收纯化，以ＹＰＨ４９９酵母基因组ＤＮＡ为模板，分别以

１０对引物进行 ＰＣＲ，获得 ３００ｂｐ左右的目的片段

ＤＮＡ，取５μｌＰＣＲ产物，经１．５％琼脂糖凝胶电泳分离

检测，结果如图１和２所示：目的片段 ＤＮＡ位置正确，

条带清楚。在ＰＣＲ过程中，要从引物，模板及退火温度

等方面进行优化，特别是ＰＣＲ模板的量不需要太多，否

则会出现严重的拖尾现象。

３．３　胶回收纯化ＡＲＳ序列

　　将目的片段 ＤＮＡ准确切割下来，在进行胶回收纯

化时，电泳缓冲液用１×ＴＡＥ，切割目的条带时要尽量

准确，溶胶时要迅速，确保 ＤＮＡ回收的浓度和质量。

取纯化后的产物各３００ｎｇ，在１００Ｖ电压下经１．５％的

琼脂糖凝胶电泳分离，ＥＢ染色拍照观察，如图３所示，

１０对 ＤＮＡ序列的条带清楚，位置正确，无非特异性

条带。

７３
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表７　酵母Ⅲ号染色体１０条ＡＲＳ序列信息

Ｔａｂｌｅ７　１０ＡＲＳｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＹｅａｓｔｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅⅢ

特征ＡＲＳ
活性

ＡＲＳ位置 ＧＣ％ ＡＣＳ序列 ＡＣＳ位置 ＡＲＳ长度ｂｐ

ＡＲＳ３０２ １４５７５１４８４９ ３１．３ ＋（ＴＴＴＴＡＴＡＴＴＴＴ） １２７～１３７ ２９１

ＡＲＳ３０３ １４８７１１５２１３ ３１．６ ＋（ＡＴＴＴＡＴＡＴＴＴＴ） ３１６～３２６ ２９４

低活性 ＡＲＳ３０４ ３０２００３０６５７ ３２．５ ＋（ＴＴＡＴＡＡＡＴＴＴＴ） ２３０～２４０ ３０３

ＡＲＳ３１３ １９４２６５１９４５１３ ３２．１ — — ３０３

ＡＲＳ３１４ １９７３７８１９７６０９ ２８．０ — — ２９２

ＡＲＳ３０５ ３９１５９３９７０６ ３３．０ ＋（ＴＴＡＴＡＴＧＴＴＴＴ） ４２１～４３１ ２９３

ＡＲＳ３０６ ７４４５８７４６７７ ３０．０ ＋（ＡＴＴＴＡＴＡＴＴＴＡ） ６４～７４ ２９１

高活性 ＡＲＳ３０７ １０８７８０１０９２９５ ３５．７ ＋（ＡＴＴＴＡＴＧＴＴＴＴ） １８１～１９１ ３０３

ＡＲＳ３０９ １３１９８５１３２３２８ ２７．６ ＋（ＧＴＴＴＡＴＡＴＣＴＴ） ６２～７２ ３０１

ＡＲＳ３１５ ２２４８１６２２５０６１ ３１．７ — — ３０３

　　　　　“＋”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅＡＣＳｓｅｑｕｅｎｃｅ，“”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｎｏＡＣＳｓｅｑｕｅｎｃｅ

图１　低活性ＡＲＳ序列胶回收纯化结果图

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔ

ｏｆｌｏｗａｃｔｉｖｉｔｙＡＲＳｓｅｑｕｅｎｃｅ

图２　高活性ＡＲＳ序列胶回收纯化结果图

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔ

ｏｆｈｉｇｈｌｙａｃｔｉｖｉｔｙＡＲＳｓｅｑｕｅｎｃｅ

３．４　ＡＲＳ序列的质量与浓度检测

　　对胶回收纯化后的每条 ＡＲＳ序列分别取５０ｎｇ和

１５０ｎｇ与５μｌ的 ＤＬ１０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ作比较，进行琼

脂糖凝胶电泳分离，比较每条 ＡＲＳ序列的亮度，如图４

图３　目的片段ＡＲＳ３０２ＡＲＳ３１５经切

胶回收后电泳检测结果

Ｆｉｇ．３　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ＡＲＳ３０２ＡＲＳ３１５ｒｅｃｙｃｌｉｎｇ

和图５所示，对每条 ＡＲＳ序列来说，１５０ｎｇ的 ＤＮＡ量

与Ｍａｒｋｅｒ的 ４００ｂｐ条带亮度无明显差异，５０ｎｇ的

ＤＮＡ量也与Ｍａｒｋｅｒ的其他条带亮度无明显差异，这表

明每条ＡＲＳ序列带 Ｂｉｏｔｉｎ标记和不带 Ｂｉｏｔｉｎ标记的的

ＤＮＡ浓度测量基本准确。

　　将每条 ＡＲＳ序列带 Ｂｉｏｔｉｎ标记和不带 Ｂｉｏｔｉｎ标记

的ＤＮＡ样品混合后用紫外可见分光光度计测定 ＤＮＡ

纯度和浓度，每条 ＡＲＳ序列的浓度测量３次，取平均

值，由表８可知，每条ＡＲＳ序列的纯度和浓度都可以进

行核小体体外组装。
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图４　低活性ＡＲＳ３０２ＡＲＳ３１４序列

的浓度检测电泳图

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｅｓｔｏｆｌｏｗａｃｔｉｖｉｔｙ

ＡＲＳ３０２ＡＲＳ３１４ｓｅｑｕｅｎｃｅ

图５　高活性ＡＲＳ３０５ＡＲＳ３１５序列

的浓度检测电泳图

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｅｓｔｏｆｈｉｇｈｌｙ

ａｃｔｉｖｉｔｙＡＲＳ３０５ＡＲＳ３１５ｓｅｑｕｅｎｃｅ

表８　目的片段的纯度、浓度及质量

Ｔａｂｌｅ８　Ｔｈｅｐｕｒｉｔｙ、ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄ

ｑｕａｌｉｔｙｏｆｐｕｒｐｏｓｅｆｒａｇｍｅｎｔ

ＡＲＳ序列ＤＮＡ 目的序列混合后的浓度 ＯＤ２６０／２８０

ＡＲＳ３０２ １３８ｎｇ／μｌ １．８４

ＡＲＳ３０３ ７９ｎｇ／μｌ １．７８

ＡＲＳ３０４ １２５ｎｇ／μｌ １．８３

ＡＲＳ３１３ １３９ｎｇ／μｌ １．８５

ＡＲＳ３１４ １２２ｎｇ／μｌ １．８０

ＡＲＳ３０５ １０２ｎｇ／μｌ １．８１

ＡＲＳ３０６ ９６ｎｇ／μｌ １．８２

ＡＲＳ３０７ １４３ｎｇ／μｌ １．８０

ＡＲＳ３０９ １２１ｎｇ／μＬ １．８４

ＡＲＳ３１５ １５８ｎｇ／μＬ １．８７

３．５　ＡＲＳ３０２的核小体体外组装结果

　　将组蛋白八聚体与ＡＲＳ３０２序列按０．８、１．２与１．６

的比例组装后，分别取组装后样品总体积的１／１０进行

５％ ｎａｔｉｖｅｐａｇｅ电泳，用ＡＲＳ３０２序列ＤＮＡ序列作为对

照，接着进行转膜、紫外交联、封闭、抗体孵育、底物反

应及曝片，结果如图６所示，利用 ＡＲＳ３０２序列建立体

外组装体系，并通过 Ｂｉｏｔｉｎ标记检测发现组蛋白与

ＤＮＡ比例为１．６时组装效果较好，组装比例为０．８和

１．２时，核小体未能组装上，重复实验３次。组装比例

为１．６时比较接近生理状态下组蛋白与 ＤＮＡ的比例，

作为条件摸索，以后将组蛋白八聚体与每条 ＡＲＳ序列

按１．６的比例进行组装。但是，核小体体外组装比例

和更灵敏的核小体检测方法还需进一步摸索。

图６　ＡＲＳ３０２序列体外形成核小体的结果

Ｆｉｇ．６　ＲｅｓｕｌｔｏｆＡＲＳ３０２ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｆｏｒｍｉｎｇｎｕｃｌｅｏｓｏｍｅｉｎｖｉｔｒｏ

３．６　１０条ＡＲＳ序列的体外组装检测

　　将组蛋白八聚体与每条ＡＲＳ序列按１．６的比例进

行组装后的结果如图７和８所示，对低活性ＡＲＳ来说，

ＡＲＳ３０２，ＡＲＳ３０３，ＡＲＳ３０４与 ＡＲＳ３１３都和组蛋白八聚

体形成了核小体，而 ＡＲＳ３１４基本没有形成核小体；对

高活性的ＡＲＳ来说，只有 ＡＲＳ３０６形成了微弱的核小

体，其它高活性的ＡＲＳ序列没有形成核小体。

图７　低活性ＡＲＳ３０２ＡＲＳ３１４序列

体外形成核小体结果

Ｆｉｇ．７　ＲｅｓｕｌｔｏｆｌｏｗａｃｔｉｖｉｔｙＡＲＳ３０２ＡＲＳ３１４

ｓｅｑｕｅｎｃｅｆｏｒｍｉｎｇｎｕｃｌｅｏｓｏｍｅｉｎｖｉｔｒｏ
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图８　高活性ＡＲＳ３０５ＡＲＳ３１５序列体

外形成核小体的结果

Ｆｉｇ．８　ＲｅｓｕｌｔｏｆｈｉｇｈｌｙａｃｔｉｖｉｔｙＡＲＳ３０５ＡＲＳ３１５

ｓｅｑｕｅｎｃｅｆｏｒｍｉｎｇｎｕｃｌｅｏｓｏｍｅｉｎｖｉｔｒｏ

３．７　１０条ＡＲＳ序列组装形成核小体能力的比较

　　用ＩｍａｇｅＪ软件对１０条ＡＲＳ序列中被核小体缠绕

的ＤＮＡ进行定量比较，结果如表９所示。

　　通过ＩｍａｇｅＪ软件分析ＡＲＳ３０４核小体组装强度为

２．９８９，能力最强，ＡＲＳ３０３核小体组装强度为 １．３９５，

ＡＲＳ３１３核小体组装强度为０．７１４，ＡＲＳ３０２核小体组装

强度为 ０．７０６，ＡＲＳ３０６核小体组装强度为 ０．０３１，

ＡＲＳ３１４，ＡＲＳ３０５，ＡＲＳ３０７，ＡＲＳ３０９和 ＡＲＳ３１５核小体

组装强度都为０，即ＡＲＳ形成核小体能力强弱：ＡＲＳ３０４

＞ＡＲＳ３０３＞ＡＲＳ３１３＞ＡＲＳ３０２＞ＡＲＳ３０６＞ＡＲＳ３１４，

ＡＲＳ３０５，ＡＲＳ３０７，ＡＲＳ３０９，ＡＲＳ３１５。总体来说，低活性

表９　１０条ＡＲＳ序列组装形成核小体能力

Ｔａｂｌｅ９　Ｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｏｆ１０ｔｈｅＡＲＳｓｅｑｕｅｎｃｅｆｏｒｍｉｎｇｎｕｃｌｅｏｓｏｍｅ

ＡＲＳ 被核小体缠绕的ＤＮＡ的ｂａｎｄ值 自由ＤＮＡ的ｂａｎｄ值 核小体组装强度

ＡＲＳ３０２ ２０５．１７７ ２９０．５３３ ０．７０６

ＡＲＳ３０３ １７９．６８６ １２８．８７９ １．３９５

ＡＲＳ３０４ １９７．５６７ ６６．１０２ ２．９８９

ＡＲＳ３１３ ２５３．４５１ ３５４．８２１ ０．７１４

ＡＲＳ３１４ ０ ２６５．６３６ ０

ＡＲＳ３０５ ０ ３１６．００５ ０

ＡＲＳ３０６ １８．９８７ ６０９．８１９ ０．０３１

ＡＲＳ３０７ ０ ５１０．１０４ ０

ＡＲＳ３０９ ０ ８０５．３２５ ０

ＡＲＳ３１５ ０ ２８６．２９２ ０

ＡＲＳ较高活性 ＡＲＳ的核小体组装能力强。ＡＲＳ在复

制起始时，复制起始位点激活需要多种复制起始蛋白

因子及ＯＲＣ的参与，核小体占据会阻碍复制起始位点

的激活，因而高活性的ＡＲＳ较低活性的ＡＲＳ，核小体组

装能力弱些。
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